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1. 要約 
背景と目的：小腸移植の短期成績は向上しているが中長期成績は停滞しており、その
要因として拒絶反応、虚血再灌流障害、感染等が挙げられる。我々は、これらの問題
を解決するには既存の免疫抑制療法だけでは不十分と考え、新たな免疫抑制のターゲ
ットとして自然免疫担当細胞であるマクロファージに着目した。これまでもマクロフ
ァージと小腸移植に関する動物実験の報告は散見されたが、それらは免疫組織学的手
法によって行われていたため詳細なサブセットは解析されていなかった。よって今回、
我々はフローサイトメトリーを用いて、移植後急性拒絶反応時の腸管マクロファージ
のサブセットとその性質について解析し、免疫抑制療法の新たなターゲットを検討し
た。 
方法：雄性 Lewis（LEW）、Brown-Norway（BN）ラットを用い、2 群（同系（非拒
絶）：LEW⇒LEW、異系（拒絶）：BN⇒LEW）で異所性小腸移植を施行した。正常
コントロールとして未処置 LEW ラットを用いた。ラットは移植後 1、3、5、7 日に
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犠牲死させ、グラフト回腸を摘出した。EDTA、コラゲナーゼ処理によって、グラフ
ト回腸から細胞を採取し、フローサイトメトリーを用いて以下について検討した。①
代表的なラットマクロファージマーカーである ED1、ED2、ED3 抗体を用いたサブ
セットとその経時的変化の検討（n=3 か 4）。②各サブセットの特徴を検討するため、
術後 7 日目の異系グラフトを用いたサイトカイン産生（TNF-α、IL-10、IFN-γ）、
ケモカインレセプター発現（CCR2、CX3CR1）の解析（n=3）。③これらの結果から、
マクロファージ制御療法に適するターゲットを検討した。 
結果：ED2、ED3 発現によって、ED1+マクロファージ中に 4 つのサブセット
（ED2+ED3+、ED2+ED3-、ED2-ED3+、ED2-ED3-）を認めた。異系群の ED1+
マクロファージは、術後5，7日目に同系群より有意に増加し、ED2+ED3+、ED2+ED3-
サブセットを含む ED2+マクロファージの割合も、術後 7 日目に同系群より有意に増
加した。ED3+マクロファージは 2 群間に有意差を認めなかった。異系群の
ED2+ED3+サブセットは、有意差はないものの、術後 1 日目にも同系群より増加し
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た。各サブセットの特徴については、ED2 の発現にかかわらず、ED3+マクロファー
ジは ED3-マクロファージよりも TNF-α 産生細胞の割合が有意に高かった。IL-10、
IFN-γ 産生細胞はどのサブセットでも認められなかった。CCR2、CX3CR1 発現も、
ED2 の発現にかかわらず ED3+マクロファージで ED3-マクロファージよりも高かっ
た。 
結論：本実験にて、ラット小腸移植後拒絶反応時に ED1、ED2、ED3 によって定義 
される 4 つのマクロファージサブセットが存在することを示した。なかでも
ED2+ED3+サブセットは拒絶反応時に増加し、炎症性の性質も有するため、急性拒
絶反応と強く関わっていることが示唆された。このサブセットは新たな免疫抑制療法
のターゲットになりうる。 
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2．研究背景 
 小腸移植（Intestinal transplantation, ITx）は、不可逆的腸管不全症例の最終治療
手段として行われている。導入療法を含む免疫抑制療法の改良や拒絶反応の早期発
見・治療といった昨今の移植管理技術の進歩により短期成績は向上したが 1)、中長期
成績は他の臓器移植に及ばず成績は伸び悩んでいる。急性・慢性拒絶反応や虚血再灌
流障害、感染といった主要な問題はいまだ解決されておらず 1)、これらの問題を解消
するには既存の免疫抑制療法のみでは不十分で、さらなる成績向上には新たな免疫抑
制療法が必要であると考えた。 
これまでの免疫抑制療法はリンパ球を主体とした獲得免疫制御によるものであっ
たが、我々は、新たなターゲットとして自然免疫、なかでもマクロファージに着目し
た。腸管粘膜は常に常在細菌や食餌抗原に曝されており、他の臓器と比較して腸管の
自然免疫反応が誘導されやすい。しかし近年、正常腸管の腸管マクロファージは、免
疫抑制性に作用し腸管免疫の恒常性の維持に寄与することが分かってきており、また
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抑制能・恒常性の破綻は、炎症性腸疾患のような慢性炎症の引き金となる 3)。さらに
クローン病の腸管では炎症性サイトカインを産生するマクロファージサブセットが
増加すると報告されるなど、マクロファージサブセットと機能の解析が行われている
3)。移植領域においても自然免疫自身は、虚血再灌流障害や感染、外傷といったグラ
フト損傷により増強され、特に移植後早期に異系免疫反応に寄与し獲得免疫反応を惹
起する 2)。また拒絶反応後の粘膜バリアー破綻によって生じる敗血症も自然免疫を惹
起し、これは感染と拒絶反応の「負のサイクル」につながると推測される。腸管マク
ロファージと ITx との関連について、Fryer や Schaefer らは、ラット ITx 実験にお
いて拒絶反応時に筋層の ED1＋、ED2＋マクロファージの浸潤が増加し、腸管マク
ロファージを減尐させると拒絶所見が有意に軽減し生存率が延長したと報告してお
り 4)-6)、マクロファージが拒絶反応の成立に関与することが分かっている。ラットマ
クロファージを定義するマーカーには ED1、ED2、ED3 の 3 つの抗体が一般に用い
られ、ED1（抗 CD68）モノクローナル抗体は、細胞質に結合する一般的なラット汎
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マクロファージマーカーで、単球とほとんどのマクロファージを染色する 7)8)。一方、
ED2（抗 CD163）と ED3（抗 CD169）の両モノクローナル抗体は、組織マクロファ
ージを規定する 8)。ED2 は別名 M130 9)で、ED3 はシアロアドヘシンとも呼ばれる
レクチン様レセプターで、組織の活性化マクロファージで発現する 10)。またマクロフ
ァージは、古典的活性化マクロファージ（M1）と代替活性化マクロファージ（M2）
とに分けられるが 11)12)、M1 マクロファージは組織障害型で ED3+マクロファージに
類似し 10)11)13)14)、免疫制御や免疫抑制能を有する M2 マクロファージは ED2 を発現
する 11)14)-16) 。 
これまでのラット ITx における腸管マクロファージの検討は免疫組織化学的手法
によって行われ、ED1、ED2 は同時には染色されておらず、両者が異なる細胞集団
を指すのか、異なるのかは検討されてはいなかった 4)-6)。しかしラット腎炎モデルに
おいて ED2、ED3 の二重陽性のマクロファージやラット腹腔マクロファージにおい
て ED1＋ED2＋、ED1＋ED3＋マクロファージが報告されており 11)、ED1、2、3 を
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同時に染色し、サブセットを検討する必要があると考えた。また ED1+細胞、ED2+
細胞がどのような機能、性質を持つかといった検討もこれまでなされなかった。そこ
で今回、免疫組織化学的解析より細胞の局在の解析という点では劣るが、フローサイ
トメトリーを用いることで多重染色を可能にし、詳細なサブセットやその性質の検討
を施行した。本研究は、ラット腸管マクロファージのサブセットと機能の関係につい
てフローサイトメトリーを用いて解析した、初の研究である。 
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3．研究目的   
 今回、ITx 後急性拒絶反応（acute rejection、AR）に対するマクロファージ制御療
法の可能性を検討するため、AR における腸管マクロファージの関与を、そのサブセ
ットの動態変化という視点からフローサイトメトリーを用いて解析した。 
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4．研究方法 
動物 
本動物実験は東北大学医学系研究科動物実験委員会により承認を受け、「国立大学
法人東北大学における動物実験等に関する規定（平成 19 年 6 月 27 日）」に準拠し行
った。6-7 週齢の雄性 Lewis（LEW）ラットならびに Brown Norway（BN）ラット
を Japan SLC, Inc.（静岡、日本）より購入した。 
 
手術手技 
 異所性 ITx がラット間で施行された。麻酔はイソフルレンで導入・維持を行った。
ドナーラットは、移植前 12-24 時間絶食とした。大動脈の一部を付けた上腸間膜動脈
と上腸間膜静脈を血管束として、約 15 cm の回腸を摘出した。血管内は冷ヘパリン化
生理食塩水で、腸管内は冷生理食塩水で還流した。グラフト腸管は冷生理食塩水内で
1.5-2 時間保存した。グラフト動脈とレシピエント腎下部大動脈を、並びにグラフト
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静脈とレシピエント腎下部下大静脈を、それぞれ 10-0 ナイロン糸を用いて端側吻合
した。腸管断端は、レシピエント腸管とは吻合せずに両断端を人工肛門にする
Thiry-Vella ループとし、右腹部に造設した。 
  
実験群 
 実験群は 2 群とした（同系（非拒絶）群：LEW⇒LEW、異系（拒絶）群：BN⇒
LEW）。これまでの報告を参考に 5)6)、動物は移植後 1、3、5、7 日目で犠牲死させグ
ラフト腸管を摘出した。正常コントロールとして未処置 LEW ラットを用いた。摘出
したグラフトは拒絶反応の程度を含めた組織像に関して病理医の評価を受けるため、
グラフトの両断端を一部環状のまま切除し 10 %ホルマリンで固定した。これをパラ
フィン包埋し環状のまま 2-3 μm に薄切し、ヘマトキシリン-エオジンで染色した。
同系グラフトは、どのポイントにおいてもほぼ正常の組織像を呈した（図 1A、C。異
系グラフトは 1 日目には正常であったが、3 日目には絨毛の委縮は認めないが、リン
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パ球主体で一部好中球、好酸球を含む軽度の炎症細胞浸潤、陰窩のアポトーシスが散
見された。5 日目にはやや絨毛が委縮し、陰窩の基底膜側の大型のアポトーシスが顕
著となり、軽度拒絶反応に合致する所見であった。炎症性細胞浸潤は 3 日目より増加
した（図 1B）。7 日目には、絨毛は高度に委縮し、陰窩は多くが消失し残存した陰窩
もアポトーシスが著明で、炎症性細胞浸潤もさらに増加した。液性拒絶の代表的細胞
である形質細胞の浸潤は認めるが軽度であった。これらの所見は高度拒絶反応に合致
する所見であった（図 1D）。また、粘膜表層の好中球浸潤は目立たず、陰窩膿瘍も認
めないため、感染の関与は否定的であった。主には虚血再灌流障害と思われるが、こ
れらに合致しない所見を呈した検体は解析から除外した。 
 
腸管細胞の調整 
腸管細胞の分離は、過去の報告に基づき 17)18)、免疫学教室で行われていたプロトコ
ールを参照し、以下の手順で行った。小腸グラフトを摘出し縦に切り開いた後、糞便
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や粘液を除去した。腸管は 5 mm 大に細切し、2 %ウシ胎児血清（fetal calf serum、
FCS）と ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)を添加した Roswell Park 
Memorial Institute（RPMI）-1640 培養液（和光純薬）25 ml にて 37 ℃下で 20 分
間培養した。組織片を 2 %FCS 添加 RPMI で 2 度洗浄後に、2 %FCS 添加 RPMI 培
養液にて 37 ℃下で 20 分間培養した。切片を 1 mm 大に細断したのち、2 %FCS と
6000 単位のコラゲナーゼ TypeIV（シグマ-アルドリッチ）を添加した RPMI 15 ml
にて 37 ℃下で 15 分間培養し、ろ液を回収、この操作を 2 度行った。ろ液は、セル
ストレイナ （ーBD バイオサイエンス ジャパン）でろ過後に遠心しペレットを採取し
た。ペレットを溶血バッファー（ロンツァ）にて溶血させ、 2 %FCS 添加
phosphate-buffered saline（PBS）で 5 分間 800 g にて洗浄した。細胞ペレットを 1 
ml の 2 %FCS を含む PBS に溶解し、フローサイトメトリー解析に使用した。 
  
腸管マクロファージとサブセットの解析  
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 腸管マクロファージのサブセットを検討するため、3 カラーフローサイトメトリー
解を行なった（各群 n＝3 か 4）。ED3(マウス由来抗ラット CD169、セロテック) モ
ノクローナル抗体は NHS-LC-biotin(サーモサイエンティフィック)でビオチン化し
た。 
採取した細胞は 2 %FCS と 10 %正常ラット血清を含む PBS でブロッキング後、
fluorescein isothiocyanate（FITC）標識 ED2(マウス由来抗ラット CD163、セロテ
ック) とビオチン化 ED3 モノクローナル抗体で染色した。ED3 に対する二次抗体に
はストレプトアビジン化 allophycocyanin（バイオレジェンド)を用いた。細胞内染色
のために、細胞は Leucoperm®（セロテック)によって固定と細胞膜透過処理を行っ
た。2 %FCS と 10 %正常ラット血清を含む PBS でブロッキング後、phycoerythrin
（PE）標識 ED1(マウス由来抗ラット CD68、セロテック)モノクローナル抗体で染
色した。本研究では、ラットの汎マクロファージマーカーである ED1 陽性細胞をマ
クロファージと規定し、サブセットの解析は ED1 陽性細胞中の ED2、ED3 の発現状
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況に依った。 
 
各サブセットのサイトカイン産生の解析 
 腸管マクロファージサブセットのサイトカイン産生を検討するため、4 カラーフロ
ーサイトメトリー解析を行った。対象グラフトには細胞数が多いため、術後 7 日目の
異系グラフトを使用した（n=3）。細胞は 2 %FCS と 10 %正常ラット血清を含む PBS
でブロッキング後、FITC 標識 ED2 とビオチン化 ED3 モノクローナル抗体で染色し
た。ED3 に対する二次抗体にはストレプトアビジン化 PE-Cy7(BD バイオサイエン
ス)を用いた。細胞内染色のために、細胞は Leucoperm®によって固定と細胞膜透過
処理された。2 %FCS と 10 %正常ラット血清を含む PBS でブロッキング後、Alexa 
fluor®647 標識 ED1 モノクローナル抗体（セロテック）と、炎症性サイトカインで
ある PE 標識ハムスター由来抗ラット tumor necrosis factor α（TNF-α）（BD バイオ
サイエンス）か、抗炎症性サイトカインである PE 標識マウス由来抗ラットインター
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ロイキン（IL）‐10 (BD バイオサイエンス) か、PE 標識マウス由来抗ラットイン
ターフェロン-γ(IFNγ) モノクローナル抗体 (BD バイオサイエンス)のいずれかで
染色した。通常、サイトカイン解析で施行される細胞刺激や細胞内タンパク輸送の阻
止は、同処理によるマクロファージサブセットの変化を懸念し行わなかった。  
  
各サブセットのケモカインレセプター発現の解析 
ラット腸管マクロファージサブセットのケモカインレセプター発現を検討するた
め、4 カラーフローサイトメトリー解析が行われた。対象グラフトには細胞数が多い
ため、術後 7 日目の異系グラフトを使用した（n=3）。CCR2、CX3CR1 の発現状況に
よってラット単球のフェノタイプが CCR2highCX3CR1low と CCR2lowCX3CR1high と
に区別されるという報告を基に 19)、CCR2、CX3CR1 の発現を解析した。CCR2 は単
球走化たんぱく質（Monocyte Chemotactic Protein-1、MCP）-1、（別称 CCL2）の
受容体、CX3CR1 はフラクタルカイン（CX3CL1）の受容体である。 
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細胞は 2 %FCS と 10 %正常ラット血清を含む PBS でブロッキング後、FITC 標識
ED2 とビオチン化 ED3 モノクローナル抗体と、ラビット由来抗 CCR2 モノクローナ
ル抗体（アブカム）或いはラビット由来抗 CX3CR1 ポリクローナル抗体（トーレイ
パインズ バイオラボ）で染色した。ED3 に対する二次抗体にはストレプトアビジン
化 PE-Cy7(BD バイオサイエンス)を、ケモカインレセプターに対する二次抗体には
allophycocyanin 標識ヒツジ由来抗ラビット IgG 抗体（R&D システムズ）を用いた。
細胞内染色のため、細胞は Leucoperm®によって固定と細胞膜透過処理した。2 %FCS
と 10 %正常ラット血清を含む PBS でブロッキング後、PE 標識 ED1 モノクローナル
抗体で染色した。結果は、活性化マクロファージの自家蛍光を削除するため，平均蛍
光強度（mean fluorescent intensity、MFI）の差（ΔMFI）（ケモカインレセプター
染色の MFI から陰性コントロールの MFI を引いた）で示した。 
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フローサイトメトリー 
フローサイトメトリー解析の対象領域として、非リンパ系白血球領域が前方散乱光
（forward scatter、FSC）と側方散乱光（side scatter、SSC）によって分離された。
染色細胞は FACS CantoII フローサイトメーター（BD イムノサイトメトリーシステ
ムズ）で測定し、FACS Diva6.1 ソフトウェア（BD イムノサイトメトリーシステムズ）
によって解析した。 
 
統計処理 
結果は、平均±標準偏差で表した。正常コントロールと各群のデータ間、同系・異系
の 2群間の差の検定には、F 検定の結果により等分散であれば Student の t 検定を、異
分散であれば Mann-Whitney の U 検定を用いた。各サブセットのサイトカイン産生、
ケモカインレセプター発現の比較の解析は、ANOVA による分散分析を施行し、有意差
を認めた場合には上記と同様の手法で対比較を行った。いずれの検定も p<0.05 で統計
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学的に有意差ありとした。 
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5．結果 
AR 時の 4 つの異なる腸管マクロファージサブセット 
ED1+細胞群は、全ての ED2+細胞と多くの ED3+細胞を含んでいた（図 2A）。ED1+
マクロファージにおける ED2、ED3 の発現状況を解析すると、4 つのサブセット
（ED2-ED3-、ED2-ED3+、ED2+ED3-、ED2+ED3+）が存在し、それらのサブセッ
トは、高度 ACR 状態である術後 7 日目の異系グラフトで顕著であった（図 2A、B）。 
 
小腸移植後 AR 時の ED1+マクロファージの増加 
グラフト中の ED1+マクロファージの割合は、術後 1 日から両群で正常コントロー
ルより増加した（図 3A）。ED1+マクロファージの割合や細胞数は、同系群では術後
3日をピークとし5日には低下したが、異系群では術後7日まで増加し続けた（図3A、
B）。また術後 5、7 日目において、異系群の ED1+マクロファージは、同系群より 3
倍以上高かった（術後 5 日目 p< 0.001、術後 7 日目 p< 0.001）。術後 1 日目にも異系
22 
 
群では同系群よりマクロファージは増加していたが、差は認められなかった（p= 0.1）。  
   
小腸移植後 AR 時の ED1+マクロファージ中の ED2、ED3 の増加 
ED1+マクロファージ中の ED2+細胞の割合は、両群ともに術後 1 日目から正常コン
トロールより増加した。しかし同系群では、上昇後に正常コントロールレベルまで低
下したが、異系群では増加し続けた（図 4A）。異系群の ED2 の割合は、術後 7 日目
に同系群より有意に増加した（p= 0.02）。 
ED1+マクロファージ中の ED3 の割合は、両群とも 3、5、7 日目に（異系群 5 日目
を除く）正常コントロールより増加していたが（いずれも p< 0.05）（図 4B）、2 群間
の差は認められなかった。 
 
4 つのサブセットの変化 
 術後 7 日目の異系群の ED2+ED3+サブセットの割合は、正常コントロール並びに
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術後 7 日目の同系群より有意に増加した（対正常コントロール p=0.007、対同系群
p=0.01）（図 5A）。術後 1 日目にも異系群の ED2+ED3+サブセットの割合は同系群よ
り増加したが、有意差はなかった（p=0.06）。  
 異系群の ED2+ED3-サブセットの術後 7 日目の割合も、正常コントロール並びに
術後 7 日目の同系群より有意に増加した（対正常コントロール p=0.02、対同系群
p=0.01）（図 5B）。 
 両群の ED2-ED3+サブセットの術後 7 日目の割合は、正常コントロールより有意
に増加したが（同系群 p=0.04、異系群 p=0.01）、2 群間に差を認めなかった。（図 5C）。 
 異系群の ED2-ED3-サブセットの術後 7 日目の割合は、正常コントロール並びに術
後 7 日目の同系群より有意に減尐した（対正常コントロール p=0.002、対同系群
p=0.049）（図 5D）。 
 
サイトカイン産生、ケモカインレセプター発現による各サブセットの特徴の解析 
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 TNF-α 産生細胞の割合における 4群間の分散分析において有意差を認め（p=0.001）、
対比較を行ったところ、ED2 発現の有無にかかわらず ED3+マクロファージを含むサ
ブセットで、ED3-マクロファージより有意に高い傾向を認めた（ED2+ED3+対
ED2+ED3- p=0.018、ED2-ED3+対 ED2-ED3- p=0.008、ED2+ED3-対 ED2-ED3+ 
p=0.006、ED2+ED3+対 ED2-ED3- p=0.017）（図 6）。IL-10 や IFN-γ 産生細胞は、
どのサブセットにおいても認められなかった（データ公表せず）。 
CCR2 発現も、4 群間の分散分析において有意差を認め（p=0.003）、さらに対比較
を行ったところ ED2 の発現の有無にかかわらず ED3+サブセットで有意に高い傾向
を示した（ED2+ED3+対 ED2+ED3- p=0.043、ED2-ED3+対 ED2-ED3- p=0.02、
ED2+ED3-対 ED2-ED3+ p=0.02、ED2+ED3+対 ED2-ED3- p=0.04）（図 7A）。 
CX3CR1 発現でも、4群間の分散分析において有意差を認めたが（p=0.0017）、対比
較で有意差が認められたのは、ED2+ED3+対 ED2+ED3-（p=0.03）、ED2＋ED3-対
ED2-ED3-（p=0.008）、ED2+ED3+対 ED2-ED3-（p=0.03）のみであった。しかし、
25 
 
ED2-ED3+は ED2-ED3-（p=0.053）、ED2+ED3-（p=0.058）と有意に近い差を認め、
総合するとED2の発現の有無にかかわらずED3+サブセットで高い傾向を示した（図
7B）。 
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 6．考察 
 本研究では、フローサイトメトリーを用いて ITx 時のラット腸管マクロファージの
動態変化を初めて解析した。その結果、全ての ED2＋細胞と多くの ED3+細胞が ED1
＋マクロファージに含まれ、ED1+マクロファージは ED2、ED3 によって 4 つのサ
ブセット（ED2-ED3-、ED2-ED3+、ED2+ED3-、ED2+ED3+）に分けられる事を見
出した。これまでの報告は免疫組織学的に行われていたため 4)-6)、同時に複数の抗体
を用いたサブセットの解析が困難であったが、今回フローサイトメトリーを導入した
ことで、多重染色がより簡便となり、これまでよりも詳細なマクロファージサブセッ
トやその性質までも解析し得た。 
 今回、腸管マクロファージ並びにサブセットの経時的変化を調べた結果、拒絶反応
時に異系群のマクロファージ、特に ED2+ED3+、ED2+ED3-サブセットを含む ED2+
サブセットが同系群より有意に増加した。これらの変化の要因としては、AR そのも
の、あるいは AR による腸管バリアー破綻に伴う感染が考えられるが、組織所見から
27 
 
は感染の関与は否定的で、AR による変化と断定した。この時期の ED2+サブセット
の増加は、再度獲得免疫を誘導する可能性があり、難治性 AR に関与する事が示唆さ
れた。また術後 1 日目にも ED2＋ED3+サブセットの増加を認めており、この変化は
AR の発症に寄与する可能性が示唆された。術後 1 日目には虚血再灌流障害のみが生
じ、異系免疫は誘導されていない時期と考えられるが、にもかかわらず同系・異系群
で違いが生じたことは興味深い結果であった。Hansmann らも拒絶反応時に腸管上
皮の損傷が明らかになる前に多くのマクロファージが浸潤し、マクロファージの増加
は ITx 後 AR の初期サインになり得ると述べたが、このような変化の誘因については
述べていなかった 20)。 
 腸管マクロファージの各サブセットの性質に関して、ラット ED3＋サブセットで、
代表的な炎症性サイトカインである TNF-α 産生細胞の割合が多いことを示した。
Pech らは TNF-α が筋層常在マクロファージから分泌されると述べているが 21）、我々
はフローサイトメトリーを用いてそのサブセットにまで解析を進めた。Fujita らは、
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ラット腹腔マクロファージ実験において、ED1+マクロファージ中の ED3+細胞が、
リポポリサッカライド刺激によって誘導されたと述べている 11)。今回の結果も総合す
ると、ED3+マクロファージは炎症によって誘導され、炎症性サイトカインの TNF-α
を分泌する炎症性の性質を有する細胞を多く含むと考えられた。マクロファージは、
古典的活性化マクロファージ（M1）と代替活性化マクロファージ（M2）とに分けら
れ 11)12)、M1 マクロファージは組織障害型で ED3+マクロファージに類似すると前述
したが 10)11)13)14)、本検討でも ED3+マクロファージは炎症性の性質を示し M1 に相当
した。一方、今回の検討では ED2+マクロファージは TNF-α の抑制作用や抗炎症性
サイトカインである IL-10 の産生細胞を認めず、サイトカイン産生の点では ED2 は
M2 に相当しなかった。しかしながら今回 IL-10 や IFN-γ が検出されなかったのは、
サブセットが変化することを懸念して、通常サイトカイン解析で行う細胞刺激や細胞
内たんぱく質輸送の阻止を行わなかった点や、回収細胞数が尐なかったため、mRNA、
たんぱく質レベルでの解析が施行できなかったという方法論的な限界の可能性は否
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定できない。 
CCR2 と CX3CR1 の発現については、2 種のケモカインレセプターとも各サブセッ
トで同様の発現傾向を示した。即ち ED2 の発現に関わらず、ED3+マクロファージが
ケモカインレセプターの高い発現を示した。マウスとヒトの単球では、CCR2 と
CX3CR1 によって二つの異なるサブセットに識別される 19)20)23)。炎症性サブセットで
ある CCR2highCX3CR1int/low サブセットは MCP-1 に反応して炎症組織へ浸潤し、
CCR2lowCX3CR1high サブセットは MCP-1 よりむしろフラクタルカインに反応する
19)24)25)。Yrlid らは、ラット血中単球も CCR2highCX3CR1low と CCR2lowCX3CR1high
の二つのサブセットに分けられると述べている 19)。しかし今回のラット腸管マクロフ
ァージ実験では、ED2+ED3+と ED2-ED3+は CCR2highCX3CR1high の傾向を、
ED2+ED3-と ED2-ED3-は CCR2lowCX3CR1low の傾向を示し、Yrlid らとは異なる結
果となった。この違いは、血中単球と腸管マクロファージの差異の可能性が示唆され
た。あるいは、今回は CCR2 と CX3CR1 を同時に用いていないため、両者を同時に
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染色することで今回とは異なる結果が得られる可能性もある。本研究ではサイトカイ
ン産生細胞とケモカインレセプター発現との同時の解析も検討しておらず、今後の課
題である。 
 今回の結果をまとめると、ED3+を含む ED2+ED3+ サブセットと ED2-ED3+サブ
セットが炎症性の性質を示した。ED2+ED3+サブセットは同系群と異系群とで有意
差が認められたのに対し、ED2-ED3+サブセットは差が認められなかった。したがっ
て、ED2+ED3+サブセットは AR との関連性が強く、ED2-ED3+サブセットは虚血
再灌流障害へ関連している可能性が示唆された。これらのサブセットを制御するには、
今回の結果からは CCR2 や TNF-α が作用点の候補に挙げられた。Yin らは、スタチ
ン投与による CCR2 のダウンレギュレーションがラット心移植時の虚血再灌流障害
を軽減したと報告している 26)。また TNF-α 阻害剤は、既に臨床 ITx においてステロ
イドやムロモナブ-CD3（オルソクローン OKT3）抵抗性 AR に対して用いられてい
る 27)。TNF-α 阻害剤の作用機序として、TNF-α 産生細胞の減尐や T 細胞や単球のア
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ポトーシスの誘導などが挙げられているが 27)、今回我々が得た結果は TNF-α 阻害剤
の作用機序の更なる理解へも寄与すると期待される。 
 今回得られた結果とヒトとの相関については、臨床小腸移植においても拒絶反応時
にマクロファージが増加することや 20)、小腸の炎症時にマクロファージが産生するカ
ルプロテクチンが拒絶反応のマーカーの候補に挙げられており、ヒトでもマクロファ
ージが拒絶反応に関わっているといってよい 28)。ヒトでは ED1・2・3 によるマクロ
ファージサブセットの解析は行われていないが、ラット活性化マクロファージのマー
カーである ED3（CD169） は、ヒト腎炎で ED3＋マクロファージが増加したと報告
されており 10)、ラット炎症性単球で発現する CCR2 はヒト炎症性単球でも発現する
といわれている 29)。こういったラットとヒトで共通する結果は、今後の臨床領域での
サブセットの識別や治療ターゲットの検討へと応用できると考えている。 
 今回検討しなかったが、樹状細胞も抗原提示能を有し自然免疫と獲得免疫の橋渡し
役として機能する重要な細胞の一つである。樹状細胞にも獲得免疫誘導に働く典型的
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樹状細胞が存在する一方で、炎症抑制に働くサブセットも存在し、今後の解析対象の
一つである 30)。さらに、ヒト炎症性腸疾患の腸炎発症に寄与する腸管マクロファージ
は、樹状細胞とマクロファージの両方の特徴を持つと報告されており 30)、両者を包括
した解析も必要と考えている。 
本研究では、ED1+マクロファージ中の 4 つのサブセット以外にも ED3+ED1-サブ
セットを認めた。このサブセットは異系群より同系群で認められ、AR への関与は低
いと推測された（データ公表せず）。しかし Ito らは、ラット糸球体腎炎モデルの非
可逆的なメサンギウム変化に ED3+ED1-が関連していたと述べている 31)。 
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7．結論   
フローサイトメトリーを用いた今回の研究から、ラット ITx 後 AR 時には ED1+腸
管マクロファージ中に ED2、ED3 によって識別される４つのサブセットが存在する
事を見出した。また、AR 時にはマクロファージ、中でも炎症性の性質を有する
ED2+ED3+サブセットが増加し、AR に関与する事が示唆された。同サブセットはマ
クロファージ制御療法のターゲットにふさわしく、サイトカインやケモカインレセプ
ターの発現傾向から、TNF-α 阻害剤や CCR2 拮抗剤が、制御薬剤の候補として挙げ
られた。一方で、本研究では ED2＋ED3+サブセットと ED2-ED3+サブセットの性質
の差は解明できなかった。また TNF-α 産生細胞とケモカインレセプター発現細胞の
関連性、CCR2 と CX3CR1 の同時染色による解析などは行えなかった。これら以外
にも、貪食能や抗原提示能なども含めたサブセットの更なる理解が、マクロファージ
制御療法の発展、臨床化へは重要である。 
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9. 図の説明 
1. 移植後 5、7 日目のグラフト組織像（ヘマトキシリン・エオジン染色） 
（A、B）移植後 5 日目の陰窩部拡大像（×400）（A：同系群、B：異系群） 
（C、D）移植後 7 日目の腸管全体像（×100）（C：同系群、D：異系群） 
（A、C）ほぼ正常な組織像を呈した。（B）陰窩アポトーシスが散見され、軽度拒絶
反応像を示した。（D）絨毛の萎縮が著明で陰窩も破壊されており高度拒絶反応像を呈
した。 
 
2. ITx 後 AR 時の小腸マクロファージの 4 つの異なるサブセット 
（A）正常コントロール、術後 7 日目の回腸の非リンパ系白血球における ED1、ED2、
ED3 発現に関するフローサイトメトリー解析（n＝3 か 4）。ほぼ全ての ED2+細胞と
ほとんどの ED3+細胞が ED1+細胞に含まれた。術後 7 日目には ED1+マクロファー
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ジ中に 4 つのサブセットが存在した。（B）ED1、ED2、ED3 によるラット腸管マク
ロファージサブセットのシェーマ。灰色領域は、ED1+マクロファージを示した。  
 
3. ITx 後 AR 時の ED1+マクロファージの増加 
マクロファージは、術後 1、3、5、7 日の両群のグラフトから採取された（n＝3 か
4）。正常コントロールの回腸は、正常 Lewis ラットから採取された（n＝3）。グラフ
ト回腸から採取されたED1+マクロファージがフローサイトメトリーによって測定さ
れた。（A）グラフは、非リンパ系白血球中の ED1+マクロファージの割合を平均±標
準偏差で示した。（B）グラフは、ED1+マクロファージの細胞数を平均±標準偏差で
示した（*p<0.05 対正常コントロール、 #p<0.05)。 
 
4. ITx 後 AR 時の ED1+マクロファージ中の ED2、ED3 の増加 
マクロファージは、術後 1、3、5、7 日の両群のグラフトから採取された（n＝3 か
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4）。正常コントロールの回腸は、正常 Lewis ラットから採取された（n＝3）。ED1+
マクロファージ中の ED2+マクロファージ（A）と ED3+マクロファージの割合（B）
がフローサイトメトリーによって測定された。グラフは、ED1+マクロファージ中の
各サブセットの割合を平均±標準偏差で示した（*p<0.05 対正常コントロール、
#p<0.05)。 
 
5. ITx 後 AR 時の ED1+マクロファージ中の 4 つのサブセットの増加 
マクロファージは、術後 1、7 日の両群のグラフトから採取された（n＝3 か 4）。
正常コントロールの回腸は、正常 Lewis ラットから採取された（n＝3）。ED1+マク
ロファージ中の各サブセット（（A）ED2+ED3+サブセット、（B）ED2+ED3-サブセ
ット、（C）ED2-ED3+サブセット、（D）ED2-ED3-サブセット）がフローサイトメ
トリーによって測定された。グラフは、ED1+マクロファージ中の各サブセットの割
合を平均±標準偏差で示した（*p<0.05 対正常コントロール、#p<0.05)。  
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6. ITx 後 AR 時の各サブセットにおける TNF-α 合成 
マクロファージは、術後 7 日目の異系グラフト回腸から採取された（n=3）。各サ
ブセットの TNF-α 合成細胞の割合が細胞内染色法を用いて測定された。グラフは、
各サブセットの TNF-α 合成細胞の割合を平均±標準偏差で示した（*p<0.05）。 
 
7. ITx 後 AR 時の各サブセットにおける CCR2、CX3CR1 の発現 
マクロファージは、術後 7 日目の異系グラフト回腸から採取された（n=3）。各サ
ブセットにおける CCR2（A）、CX3CR1（B）の発現量が、フローサイトメトリーに
よって測定された。グラフは、各サブセットの CCR2（A）、CX3CR1（B）のΔMFI
を平均±標準偏差で示した（*p<0.05）。 
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10．図 
図 1 
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図 2 
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図 3 
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図 4 
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図 6 
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図 7 
 
 
